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DESCRIZIONE 

a corredo di una domanda di brevetto per invenzione industriale dal 
titolo: " Metodo per la preparazione di piante transgeniche resistenti in 
maniera duratura ai geminivirus " 

Trtolari: ENEA - Ente per le Nuove Tecnologie, I'Energia e I'Ambiente; 

CONSIGLIO NAZIONALE DELLE RICERCHE 
Inventor!: Mario TAVAZZA. Emanuela NORIS, Alessandra LUCIOLI, 
Gian Paolo ACCpTTO. Raffaeia TAVAZZA, Angela BRUNETTI 

* * * 

La presente invenzione cohceme un metodo per la 
preparazione di piante transgeniche resistenti in maniera duratura ai 
geminivirus. 

PiCi in partlcolare I'Invenzione si riferisce ad un metodo per la 
preparazione di piante transgeniche resistenti in maniera duratura ai 
geminivirus. nelle quail ii transgene consiste in una sequenza 
polinucleotidica, derivata dal patogeno, opportunamente modificata in 
modo da risultare bersaglio inefficiente del silenziamento genico post- 
trascrizionaie indotto dai geminivirus. 

E' noto che I geminivirus sono un'ampia e diversificata classe di 
virus vegetali che infetta diverse piante d'interesse agronomico 
causando gravi perdite di raccolto. Tali virus sono caratterizzati da 
virioni composti da due particelle icosaedriche geminate. II genoma, 
costituito da una o due molecole di DNA circolare a singolo filamento 
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(ssDNA), si replica nei nuclei delle cellule infette tramite intermedi a 
doppia elica (Hanley-Bowdoin etal., 1999). 

La famiglia Geminiviridae 6 suddlvisa in quattro generi 
denominati Mastrevirus, Begomovirus, Curtovirus e Topocuvirus sulla 
base dell'insetto vettore che li diffonde, dello spettro d'osplte e della 
struttura del genoma ( Briddon et aL, 1985; Fauquet et al., 2003). 

Una grave malattia del pomodoro, trasmessa dairaleurodide 
Bemisia tabaci, § nota da tempo nelle aree del Medio Oriente, Sud Est 
Asiatico ed in Africa, con il nome di accartocciamento fogliare giallo 
{"tomato yellow leaf curl") (Czosnek et al., 1997). La malattia che pu6 
causare perdite del raccolto del 100% (Pied et al., 1996; Czosnek et al., 
1997), si e successivamente diffusa sia nel Mediterraneo Occidentale, 
raggiungendo la Sardegna, la Sicilia e la Spagna {Czosnek et al., 
1997), sia in America (Polston et al., 1997). 

Recentemente sono stati identificati ed isolati gli agenti della 
malattia, virus appartenenti alia famiglia Geminiviridae, genere 
Begomovirus. Studi filogenetici hanno evidenzlato la presenza di 
different! specie virali correlate alle diverse origini geografiche del 
Begomovirus: Asia, Africa e America (Czosnek etal., 1997). 

H genoma della specie Tomato yellow leaf curl Sardinia virus 
(TYLCSV) e monopartlto (Kheyr-Pour ef al., 1991). II DNA e trascritto 
bidlrezionalmente e c»ntiene sei moduli aperti dl lettura (ORF), dl cui 
due sul filamento virale (V): VI e \/2 e quattro sul filamento 
complementare (C): C1 , C2, C3 e C4, come mostrato nella figura 1 .Tra 
le ORF CI e VI vi e una regione non codificante denominate regione 
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intergenica (IR) analoga a quella presente nei genomi di tutti i 
Geminiviridae. L'organizzazione genomica del TYLCSV e simile da .un 
punto di vista strutturale a quella del componente A dei Begomovirus 
bipartiti come il virus del mosaico dorato del pomodoro (TGMV) e il 
virus della manioca africana (ACMV). Nel caso dei Begomovirus 
bipartiti la nomenclatura delle ORFs presenti sul filamento 
complementare del componente A e: AL1 o AC1. AL2 o AC2. AL3 o 
AC3. AL4 o AC4 mentre sul filamento virale AR1 o AV1. AR2 o AV2; 
sul filamento complementare del componente B e: BL1 o BC1 e sul .^J 

filamento BR1 o BV1. _ 
Le strategie fine ad oggi impiegate per controllare IMnfezione ^ 
dei geminivinjs trasmessi dalla Bemisia tabad si basano sull'uso di .| 
costose reti a maglia fine (per la coltivazione del pomodoro da tavola) e ;g 
soprattutto su ripetuti trattamenti insetticidi (coltivazioni di pomodoro sia 
da tavola che da industria). Tali strategie comportano un aumento dei 
costi di produzione e rappresentano un pericolo concrete per la salute 
degli operatori agricoli e del consumatore. Inoltre e gi^ stata segnalata 
I'insorgenza di popolazioni di Bemisia tabad resistenti aH'insetticida 
imidacloprid (Cahill ef a/., 1996; Williams ef a/., 1996). 

II modo piO pratico ed economico per controllare le infezioni 
virali e quelle dl sviluppare specie coltivate resistenti. I programmi di 
miglioramento genetico classico per I'introduzione di caratteri di 
resistenza ai geminiviais che provocano I'accartocciamento fogliare 
giallo del pomodoro si sono basati sul trasferimento dei geni 
responsabili della resistenza dalle specie selvatiche del Lycopersicon 
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alle specie di pomodoro coltivate. Sono state cos] ottenute e 
commerciallzzate specie coltivate tolieranti, cioe clie permettono a! 
virus di replicarsi ma mostrano sintomi ridotti, limitando quindi 11 danno 
economico alle colture. 

Tuttavia, la presenza di viais nelle piante tolieranti rappresenta 
un pericolo perche serbatoio per ulteriori infezioni, 

Un altro aspetto importante da considerare e che le 
caratteristiche agronomiche delle Jinee ottenute non sono sempre 
ottimali e comunque rispecchiano quelle del genotipo dl pomodoro 
coltivato utilizzato nei programmi di incrocio. 

Tuttora non § stata ancora rllasciata una linea dl pomodoro 
resistente ai virus che provocano la mialattia deiraccartocciamento 
fogliare giallo del pomodoro, cioe con assenza dl sintomi e di DNA 
virale. 

Con I'awento dell'ingegneria genetica si sono aperte nuove 
prospettive per I'introduzione di caratteri di resistenza ai virus vegetail. 
La maggior parte delle strategie si basa sull'introduzione e 
suH'espressione nella pianta d'interesse di sequenze derivate dal 
patogeno, Pathogen Derived Resistance (PDR) (Sanford & Johnson, 
1985; Abel etaL, 1986; Tavazza e Lucioli, 1993). 

Sebbene tali strategie siano state applicate con successo per 
introdurre caratteri di resistenza a virus vegetali con genoma ad RNA 
(Beachy, 1997), nel caso dei geminlvirus, II cui genoma e a DNA, 
I'espressione di sequenze derivate dal patogeno ha prodotto piante 
con resistenze e/o tolleranze non durevoll. 



I meccanismi d'azione che inducono resistenza a vims ottenuta 
tramite Tespressione di sequenze derivate dal patogeno possono 
essere raggruppati in due ampie class!: 

a) resistenza mediata daU'espressione di una proteina del 
patogeno come ad esempio respresslone di dominanti negativi; 

b) resistenza mediata dal silenziamento genico post- 
trascrizionale (Baulcombe, 1996; Beachy, 1997; Zaitlin and Palukaitis, 
.2000). 

II silenziamento genico post-trascrizionale e un processo 
ubiquitario negli eucarioti, che prevede la degradazione di specifici 
RNA a seguito delta formazione di molecole di RNA a doppia elica 
(dsRNA) aventi sequenza omologa all' RNA bersaglio. 

Sebbene vi possano essere different! contest! in grado di 
indurre la produzione di dsRNA omologhi al transgene (trascrizione di 
RNA transgenic! aberrant!, presenza nell'RNA del transgene di 
sequenze invertite e ripetute sufficientemente estese, integrazione del 
transgene nel genoma della planta in copie multiple invertite e 
ripetute), in tutti i casi, una voita prodotto il dsRNA, quest'ultimo viene 
riconosciuto e degradato ad opera di alcun! meccanism! cellular! in 
corte molecole di dsRNA di circa 21-26 nucleotidi, denominate sIRNA. 

I siRNA cosi prodott! vengono integrati in un compiesso 
multiproteico denominate RISC che e in grado di degradare tutti gli 
RNA aventi omologia d! sequenza con i siRNA, Quest! ultim! 
rappresentano quindi i determinant! di specificita del silenziamento 
dell'RNA e la loro presenza in relazione ad una determinata sequenza 



definisce in maniera univoca che detta sequenza di RNA e silenziata 
post-trascrizionalmente. 

Quindi, piante transgeniche esprimenti sequenze derivate dal 
genoma di virus ad RNA, silenziate posWrascrizionalmente, sono 
resistenti al virus omologo e a virus con sequenze strettamente 
correlate a livello nucleotidico con le sequenze del transgene. 

II silenziamento del transgene pud essere indotto anche in 
seguito all'infezione di virus. 

Infatti, la replicazione virale e in grado di indurre il 
silenziamento di un transgene, inizialmente non silente, se la sequenza 
nucleotidica del transgene § omologa ad una porzione del genoma del 
virus infettante. L'attivazione del meccanismo di silenziamento 
comporta la degradazione specifica deile molecole di RNA aventi 
omologia di sequenza con I'RNA induttore. 

Come diretta conseguenza, l'attivazione del silenziamento da 
parte del virus e accompagnata dalla degradazione sia delle sequenze 
dell'mRNA transgenico omologhe al virus sia del genoma virale. Cid si 
traduce di fatto nel risanamento deH'ospite dopo un'iniziale fase 
infettiva, in modo tale che la nuova parte vegetativa risulta esente da 
virus. Una caratteristica peculiare dei tessuti della planta che si 
sviluppano successivamente ai fenomeno del risanamento S che sono 
altamente resistenti ad una successive infezione dello stesso virus. 

Le resistenze mediate dal silenziamento genico post- 
trascrizionale, basandosi su un riconoscimento a livello nucleotidico, 
conferiscono resistenza solo rispetto agll isolati virali strettamente 



omologhi al genoma del virus da cui deriva il transgene. Invece, le 
strategie basate sull'espressione di una proteina del patogeno 
normalmente producono piante resistenti a ceppi o isolati virali anche 
non strettamente correlati dal punto di vista nucleotidico. 

E stato altresi dimostrato che il silenziamento del transgene § 
influenzato dalla temperatura, non essendo attivo a temperature 
inferiori a IS^'C (Szittya et aL, 2003) quindi piante esposte in condizioni 
di campo con escursioni a temperature inferiori a IS^'C possonb 
perdere la resistenza mediata dal silenziamento. 

E' altresi da tenere in considerazione che sebbene da diversi 
anni siano state ottenute piante transgeniche resistenti a virus con 
genoma ad RNA mediante meccanismi basati sul silenziamento del 
transgene, ad oggi non § riportato che tale strategia possa essere 
applicata con successo ai geminlvlrus (virus con genoma a DNA). 

E' evidente che la migliore strategia per Tottenimento di piante 
resistenti ad un ampio spettro di geminivirus e quelle in cui il prodotto 
interferente e la proteina, E* altresi evidente che I'ampiezza dello 
spettro di resistenza aumenta il valore agronomico e commerciale della 
pianta prodotta 

In tal sense e state utilizzata Fespressione in piante 
transgeniche di variant! disfunzionali della proteina replicativa Rep del 
geminivirus per ottenere piante con maggiori livelli di 
tolleranza/resistenza ai geminivirus. 

E' noto In letteratura che Tespressione di una forma tronca 
della proteina replicativa Rep (Rep-210) del TYLCSV e in grado di 



conferire resistenza airinfezione virale, sebbene tale resistenza non sia 
di tipo durevole in quanto ii virus riesce a superaria nel tempo. 

Nelle tabelle 1 e 2 sono riportati i risultati delle analisi della 
resistenza di piante transgeniche rispettivamente di Pomodoro 47 x wt 
(Brunetti et aL 1997) e di N. benthamiana iinea 102.22 (Noris et ai 
1996) esprimenti la Rep-210 inoculate con il TYLCSV mediante 
agroinoculazione. 



Tabella 1 , 



Piante 


Tempo 
(settimane) 


H" piante infette/ 
piante inoculate 


% piante infette/ 
piante inoculate 


Rep-210 


4 


0/13 


0 




9 


2/13 


15 




18 


5/13 


38 


Wild type 


4 


6/6 


100 



Tabella 2 



Piante 


Tempo 
(settimane) 


N" piante infette/ 
piante inoculate 


% piante infette/ 
piante inoculate 


Rep-210 


2 


4/21 


19 




3 


11/21 


52 




4 


18/21 


86 


Wild type 


2 


6/6 


100 



Come si evince chiaramente dai risultati riportati in tabella 1 e 
2. la resistenza al TYLCSV mediata dall'espressione transgenica di 
una sequenza derivata dal patogeno viene superata nel tempo. 
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In maniera analoga anche la resistenza transgenica indotta 
dalla espressione di un mutante dominante negative della Rep del 
geminivirus bipartito "African Cassava Mosaic Vims" e superata nel 
tempo (Sangare etaL, 1999). 

Un altro esempio e rappresentato daU'espressione transgenica 
della proteina del capside del TYLCy in un ibrido interspecifico di 
pomodoro {Lycopersicon esculentum X L pennellii) che conferisce una 
parziale resistenza airinfezione virale (Kunik et ai, 1994). Anche in 
questo caso la resistenza mediata daU'espressione della proteina del 
capside non e durevole e risulta di scarsa utilita dal punto di vista 
agronomico. 

Alia luce di quanto sopra esposto, risulta evidente I'esigenza di 
potere disporre di nuove metodologie che permettano di utilizzare con 
successo le sequenze polinucieotidiche derivate dai geminivirus al fine 
di ottenere piante resistenti in maniera duratura ai geminivirus. 

Gli autori della presente invenzione hanno ora preparato 
sequenze polinucieotidiche, codificanti per proteine viraii derivate dal 
patogeno e in grado di conferire resistenza all'ospite, opportunamente 
modificate in modo da risultare bersagli inefficient! del silenziamento 
genico post-trascrizionale indotto dai virus, per I'ottenimento di piante 
transgeniche con livelli durevoli di resistenza ai geminivirus. 

Infatti nel corso degli esperimenti gli autori dimostrano che il 
superamento della resistenza, e quindi la difficolta di ottenere 
resistenze durevoli ai geminivirus, e dovuto alle inaspettate capacita 
del geminivirus di silenziare post-trascrizionalmente il trangene e di 



diffondersi in una pianta in cui it trangene, con sequenze omoioghe al 
virus infettante, § silenziato post-trascrizionalmente. 

Come mostrato rispettivamente nelle figure 2 e 3, sia nelle 
piante transgeniche di N.benthamiana linea 102.22 che nelle piante di 
Pomodoro 47 x wt la capacita del virus di superare la resistenza e 
conseguente al silenziamento del transgene da parte del virus stesso 
ed alia inaspettata capacita del virus di diffondere in una pianta 
sJlenziata. 

La capacita del TYLCSV di diffondere in una pianta in cui il 
transgene Rep-210 e silenziato post-trascrizionalmente § ulterlormente 
circostanziata da quanto riportato nella figura 4. 

I risultati mostrano che le piante transgeniche di pomodoro 47 
X 10D (BnjnettI et al., 1997), silenzlate post-trascrizionalmente prima 
deH'agroinoculazione, come evidenziato dall'assenza deila proteina 
Rep-210 e dalla concomltante presenza del siRNA omologhi al 
transgene, sono suscettibili all'infezione di TYLCSV al pari dei controlli. 

Quanto sopra dimostra che, contrariamente a quanto accade . 
con virus a RNA, il geminivlrus non § bloccato da un attivo 
silenziamento di sequenze geniche virali. 

Quanto sopra evidenziato non § confinato al tipo di pianta 
transgenica utilizzata o alia metodica di inoculo del virus tramite 
agroinfezione o Bemisia tabacL Infatti, come mostrato in tabella 3, 
utiiizzando un numero ridotto di bemisie virulifere per pianta, tale da 
infettare tra il 90% ed il 100% delle piante di controllo, circa il 40% 
delle piante transgeniche (linea 201) il cui transgene § silenziato post- 



-12- 



trascrizionalmente non si infettano o si infettano in ritardo. mentre ad 
una piu alta concentrazione di inoculo tutte le piante sfidate con insetti 
viruliferi si infettano in maniera analoga agii esperimenti condotti 
utilizzando come tecnica di inoculo I'agroinoculazione. 

Tabella3 



Analisi moiecolare 
prima deli'inoculo 


Bassa concentrazione 
d'inocuio^ 


Alta concentrazione 
d'inoculo'' 


Piante transgeniche 




3 


6 


, 2 


3 


6 


Rep210 
(No) 


siRNAs 
(Si) 


6/15 


7/15 


8/15 


16/21 


20/21 


21/21 


Non transgeniche 


2" 


3 


6 


2 


3 


6 


Rep210 
(No) 


SiRNAs 
(No) 


11/12 


11/12 


11/12 


8/8 


8/8 


8/8 



a Sette insetti viruliferi per pianta per 2 giomi 

b Trentacinque insetti viruliferi per pianta per 5 giorni 

c Settimane successive airinoculo 



E' quindi importante tenere in considerazione che le condizioni 
di agroinoculazione virale utilizzate per saggiare la resistenza e 
vagliarne la persistenza nel tempo (come mostrato nelle figure 2, 3 e 4 
e nelle tabeile 1 e 2) corrtspondono a condizioni di alta o altissima 
pressione virale. Quest'approccio sperimentale permette di identificare 
piante transgeniche con iivelli d'elevattssima resistenza o di immunity 
airinfezione virale e quindi di elevatlssimo valore commerciale. 

Quindi, I'introduzione di caratteri di resistenza ai geminivirus 
mediante I'espressione di sequenze derivate dal patogeno e limitata a 
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causa della inaspettata capacita dei geminivirus di silenziare post- 
trascrizionalmente il transgene e di diffondere nella pianta silenziata. 

Ulteriormente gli autori dimostrano che i trascritti sia del 
filamento positive (V1 e V2) sia di queilo negative ( C1, C2, C3 e C4) 
del TYLCSV sono oggetto, durante una normaie infezione su piante 
wild type, del silenziamento post-trascrizionale virale, come mostrato 
nella figura 5. Cio si traduce di fatto nell'impossibilita di ottenere 
resistenza duratura mediante espressione di sequenze derivate dal 
patogeno, a meno che queste non siano opportunamente modificate in 
modo tale da non risultare bersaglio o da risultare bersaglio inefficiente 
del silenziamento genico post-trascrizionale indotto dal virus infettante. 

introducendo, invece, nel genoma delle piante una sequenza 
secondo Tinvenzione e possibile ottenere una resistenza ai geminivirus 
che, a differenza di quella ottenuta con le metodiche note, e duratura. 

Forma pertanto oggetto della presente invenzione una 
sequenza polinucleotidica codificante per una sequenza 
amminoacidica derivata dai geminivirus, detta sequenza 
polinucleotidica essendo mutata in modo tale da non essere bersaglio 
o da essere bersaglio inefficiente del silenziamento post-trascrizionale 
virale e avente: 

a) un'omologia a livello nucleotidico inferiore o uguale al 90% 
rispetto alia corrispondente sequenza genica dei geminivirus di cui si 
vuole'b'ftenere resistenza, preferibllmente inferiore o uguale air80%, 
ancora piCj preferibllmente inferiore o uguale al 70%; 
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b) un'omologia continua nell'RNA trascritto, rispetto alia 
corrispondente sequenza genica dei geminivirus di cui si vuole 
ottenere resistenza, inferiore o uguaie a 17 nucleotidi, preferibilmente 
inferiore o uguaie a 8 nucleotidi; 

c) una lunghezza massima delta sequenza contenente una 
singola sostituzione rispetto alia conrispondente sequenza genica dei 
geminlviais non superiore a 30 nucleotidi, preferibilmente non 
superiore a 20 nucleotidi; . 

detta sequenza polinucleotidica essendo in grado di conferire 
alle piante, lore tessuti o cellule vegetal! con essa trasformate una 
resistenza durevole contro i geminivirus. 

Le sequenze pollnucleotidiche secondo I'invenzione possono 
essere wild-type o prodotte sinteticamente o per mutagenesi e le 
sequenze amminoacidiche derivate dai geminivirus da esse codificate 
sono sequenze wild-type o mutagenizzate che interferiscono con 
Tinfezione virale. 

Come possibili sequenze polinucleotidiche che siano bersaglio 
inefficiente del silenziamento post-trascrizionale possono essere 
utilizzate sequenze polinucleotidiche derivate dai geminivirus, 
opportunamente scelte e/o accorciate in modo tale che dette sequenze, 
pur mantenendo simili capacity interferenti. siano sottorappresentate, 
rispetto alle sequenze originali, neila popolazione naturale dei siRNA 
prodotti dai virus infettante, 

Le sequenze geniche rispetto alle quali costruire la sequenza 
polinucleotidica secondo I'invenzione possono derivare dai 
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geminivirus quali, ad esempio, Mastrevirus, Curtovirus, Begomovirus, 
Topoguvirus ed in particolare possono essere derlvate dalle specie 
riportate nella tabella 4 e loro isolati, piO in particolare dalle specie di 
Tomato yellow leaf curl e loro isolati riportatl nella tabella 5. 



Tabella 4 



Elenco di specie di geminivirus 


Acronimo 


African cassava mosaic virus 


ACMV 


Bean calico mosaic virus 


BcaMV 


Bean dwarf mosaic virus 


BDMV 


Bean golden mosaic virus 


BGMV 


Bean golden yellow mosaic virus 


BGYMV 


Cabbage leaf curl virus 


CaLCuV 


Chilli leaf curl virus 


ChiLCuV 


Cotton leaf crumple virus 


CLCrV 


Cotton Jeaf curl Alabad virus 


CLCuAV 


Cotton leaf curl Gezira virus 


CLCuGV 


Cotton leaf curl Kokhran virus 


CLCuKV 


Cotton leaf curl Multan virus 


CLCuMV 


Cotton leaf curi Rajasthan virus 


CLCuRV 


Cowpea golden mosaic virus 


CPGMV 


Cucurbit leaf curl virus 


CuLCuV 


East African cassava mosaic Cameroon virus 


EACMCV 


East African cassava mosaic Malawi virus 


EACMMV 


East African cassava mosaic virus 


EACMV 


East African cassava mosaic Zanzibar vims 


EACMZV 



Indian cassava mosaic vims 


ICMV 


Ipomea yellow vein vims 


lYW 


Melon chlorotic leaf curl vims 


MCLCuV 


Mungbean yellow mosaic India vims 


MYMIV 


Mungbean yellow mosaic vims 


MYMV 


Okra yellow vein mosaic vims 


OYVMV 


Papaya leaf curl vims 


PaLCuV 


Pepper golden mosaic vims 


PepGMV 


Pepper Inuasteco yellow vein vims 


PHYW 


Pepper leaf curl Bangladesh vims 


PepLCBV 


Pepper leaf curl virus 


PepLCV 


Potato yellow mosaic Panama vims 


PYMPV 


Potato yellow mosaic Trinidad vims 


PYMTV 


Potato yellow mosaic vims 


PYMV 


South African cassava mosaic vims 


SACMV 


Soybean crinkle leaf vims 


SbCLV 


Squash leaf curi China vims 


SLCCNV 


Squash leaf curi vims 


SLCV 


Squash leaf curi Yunnan vims 


SLCYV 


Squash mild leaf curi vims 


SMLCV 


Squash yellow mild mottle vims 


SYMMoV 


Sri Lankan cassava mosaic vims 


SLCMV 


Sweet potato leaf curi Georgia vims 


SPLCGV 


Sweet potato leaf curi vims 


SPLCV 


Tobacco curiy shoot viriis 


TbCSV 
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Tobacco leaf curl Japan virus 


TbLCJV 


Tobacco leaf curl Kochi virus 


TbLCKoV 


Tobacco leaf curl Yunnan virus 


TbLCYNV 


Tobacco leaf curl Zimbabwe virus 


TbLCZV 


Tomato cnlorotic mottle virus 


ToCMoV 


Tomato golden mosaic virus 


TGMV 


1 omato golden mottle virus 


ToGMoV 


Tomato leaf curl Bangalore virus 


ToLCBV 


Tomato leaf curl Bangladesh virus 


ToLCBDV 


Tomato leaf curl Gujarat virus 


ToLCGV 


Tomato leaf curl Kamataka virus 


ToLCKV 


Tomato leaf curl Laos virus 


ToLCLV 


Tomato leaf curl Malaysia virus 


ToLCMV 


Tomato leaf curl New Delhi virus 


ToLCNDV 


Tomato leaf curl Sri Lanka virus 


ToLCSLV 


Tomato leaf curt Taiwan virus 


ToLCTWV 


Tomato leaf curt Vietnam virus 


ToLCW 


Tomato leaf curt virus 


ToLCV 


romato mosaic Havana virus 


Tol\/IHV 


Tomato mottle Taino virus 


To[\/loTV 


1 omato motne virus 


TolWoV 


Tomato njgose mosaic virus 


ToRIVIV 


Tomato severe leaf curl virus 


ToSLCV 


Tomato severe rugose virus 


ToSRV 


Tomato yellow leaf curl China virus 


TYLCCNV 
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Tomato yellow leaf curl Gezira vims 


TYLCGV 


Tomato yellow leaf curl Malaga virus 


TYLCMalV 


Tomato yellow leaf curl Sardinia virus 


TYLCSV 


Tomato yellow leaf curl Thailand virus 


TYLCTHV 


Tomato yellow leaf curl virus 


TYLCV 


Watermelon chlorotic stunt virus 


WmCSV 


Wheat dwarf virus 


WDV 


Maize streak virus ^ 


MSV 


Sugarcane streak virus 


SSV 


Bean yellow dwarf virus 


BYDV 


Tobacco yellow dwarf virus 


TYDV 


Tomato pseudo curly top virus 


TPCTV 


Beet curly top virus 


BCTV 



Tabella 5 



Specie di tomato yellow leaf curl (Fauquet et al., 2003) 


Acronimo 


Tomato yellow leaf curl China virus 


TYLCCNV 


Tomato yellow leaf curl China virus AF31 1734 


TYLCCNV 


Tomato yellow leaf curl China virus - [Y64] AJ457823 


TYLCCNV-[Y64] 


Tomato yellow leaf curl China virus - Tb [Y10] 
AJ319675 


TYLCCNV- 
Tb[Y10] 


Tomato yellow leaf curl China virus - Tb [Y11] 
AJ319676 


TYLCCNV- 
Tb[Y11l 


Tomato yellow leaf curl China virus - To [Y25] 
AJ457985 


TYLCCNV- 
Tb[Y25] 
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Tomato yellow leaf curl China virus - Tb [Y36] 
AJ420316 


TYLCCNV- 
Tb[Y36] 


Tomato yellow leaf curl China virus - Tb [Y38] 
AJ420317 


TYLCCNV- 
Tb[Y38] 


Tomato yellow leaf curl China vinjs - Tb (Y5] AJ319674 


TYLCCNV-Tb[Y5] 


Tomato yellow leaf curl China virus - Tb [Y8] AJ319677 


TYLCCNV-Tb[Y8] 


Tomato yellow leaf curt Gezira virus 


TYLCGV 

• . - . _ ... ... f. 


Tomato yellow leaf curl Gezira virus - [1] AY044137 


TYLCGV-[1] 


Tomato yellow leaf curl Gezira virus - [2] AY044138 


TYLCGV-[2] 


Tomato yellow leaf curl Gezira virus - [Shambat] 
AY044139 


TYLCGV-[Sha] 


Tomato yellow leaf curl Malaga virus 


TYLCMalV 


Tomato yellow leaf curl Malaga virus AF271234 


TYLCMalV 


Tomato yellow leaf curl Sardinia virus 


TYLCSV 


Tomato yellow leaf curl Sardinia virus X61 153 


TYLCSV 


Tomato yellow leaf curl Sardinia vims - Spain [IJ 
Z26751 


TYLCSV-ES[11 


Tomato yellow leaf curl Sardinia virus - Spain [2] 
L27708 


TYLCSV-ES[2] 


Tomato yellow leaf curl Sardinia virus - Sicily Z28390 


TYLCSV-Sic 


Tomato yellow leaf curl Thailand virus 


TYLCTHV 


Tomato yellow leaf curl Thailand virus - [1] X63015, 
X63016 


TYLCTHV-[1] 


Tomato yellow leaf curl Thailand virus - [2] AF141922, 
AF141897 


TYLCTHV-[2] 
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Tomato yellow leaf curl Thailand vlais - [Myanmar] 
AF206674 


TYLCTHV-[MM] 


Tomato yellow leaf curl Thailand vims - [Y72] 
AJ495812 


TYLCTHV-[Y72] 


Tomato yellow leaf curl virus 


TYLCV 


Tomato yellow leaf curl virus X15656 


TYLCV 


Tomato yellow leaf curl virus - [Almeria] AJ489258 


TYLCV-[Alm] 


Tomato yellow leaf curl virus - [Aichi] AB014347 


TYLCV-[Aic]. 


Tomato yellow leaf curl virus - [Cuba] AJ223505 


TYLCV-[CU] 


Tomato yellow leaf curl virus - [Dominican Republic] 
AF024715 


TYLCV-[DO] 


Tomato yellow leaf curl vims - [Portugal] AF1 05975 


TYLCV-[PT] 


Tomato yellow leaf curl vims - [Saudi Arabia] 


TYLCV-[SA] 


Tomato yellow leaf curl vims - [Shizuokua] AB0 1 4346 


YLCV-[Shi] 


Tomato yellow leaf curl vims - [Spain7297] AF071228 


TYLCV-[ES7297] 


Tomato yellow leaf curl vims - Iran AJ1 3271 1 


TYLCV-IR 


Tomato yellow leaf curl vims - Mild X76319 


TYLCV-MId 



Preferlbiimente le specie di Begomovirus sono TYLCCNV, 
TYLCGV, TYLCMalV. TYLCSV, TYLCTHV, TYLCV, ACMV, BGMV, 
CaLCuV. ToCMoV. TGMV.ToGMoV, ToMHV, ToMoTV, ToMoV, 
ToRMV, ToSLCV, ToSRV, Cotton leaf curl (CLCrV, CLCuAV, CICuGV, 
CLCuKV. CLCuMV, CLCuRV), East African cassava mosaic (EACMCV. 
EACMMV, EACMV, EACMZV), Potato yellow mosaic (PYMPV, PYMTV, 
PYMV). Squash leaf curl (SLCCNV, SLCV, SLCYV), Sweet potato leaf 
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curl (SPLCGV, SPLCV). Tobacco leaf curl (TbLCJV. TbLCKoV, 
TbLCYNV. TbLCZV). Tomato leaf curl (ToLCBV, ToLCBDV. ToLCGV. 
ToLCKV, ToLCLV.ToLCMV, ToLCNDV, ToLCSLV. ToLCTWV, 
ToLCW, ToLCV) e loro Isolatl. 

Altre specie di geminivirus preferite, appartenenti agli altri 
generi Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus, sono WDV, MSV, SSV, 
BYDV. TYDV. BCTV e loro isolati. 

La sequenza genica appartehente al genoma dei geminivirus 
puo essere la sequenza C1/AL1/AC1, C2/AL2/AC2, C3/AL3/AC3, 
C4/AL4/AC4, V1/AR1/AV1, V2/AR2/AV2. BC1/BL1 e BV.1/BR1. in 
particolare, la sequenza C1/AL1/AC1 dei geminivirus precedentemente 
descritti e loro isolatl. 

La sequenza amminoacidica codificata dalla sequenza 
polinucleotldica oggetto della presente invenzione § una proteina 
derivata dal patogeno in grado di conferire resistenza contro i 
geminivirus alle piante che la esprimono, poiche detta proteina 
interferente viene espressa in modo stabile contribuendo a conferire . 
una resistenza durevole indipendentemente dal meccanismo 
molecolare con cui 11 prodotto proteico e capace di indurre resistenza. 

La proteina derivata dal patogeno pud essere una proteina del 
capside, la proteina virale associata alia replicazione (Rep), le 
proteine codificate dai geni C2/AL2/AC2, CS/ALS/ACS, C4/AL4/AC4, 
V2/AR2/AY2, BC1/BL1 e BV1/BR1. 

Un esempio di possibile sequenza polinucleotidica che soddisfi 
i requlsiti sopra citati e riportato nella figure 13 che mostra 
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rallineamento fra la sequenza nucleotidica wild-type codificante la 
proteina Rep210 del TYLCSV e la sequenza nucleotidica sintetica 
modlficata in modo tale da non essere bersaglio della degradazione 
post-trascrizionale indotta da! virus infettante, dove entrambe le 
sequenze nucleotidiche codificano esattamente lo stesso prodotto 
proteico. 

Le piante, 1 lore tessuti o le cellule vegetali che possono essere 
trasformate con dette sequenze polinucleotidiche possono essere 
pomodoro, peperone, tabacco. patata dolce, cotone, melone, zucchino 
manioca, patata, fagiolo, soia, vigna, zucchino, barbabietola, canna da 
zucchero, mais, frumento. 

Costituisce ulteriore oggetto della presente invenzione un 
costrutto comprendente una sequenza polinucleotidica eterologa 
contenente in direzione 5-3': 

a) una sequenza polinucleotidica funzionante come promotore 
in detta pianta o tessuto o cellule trasformate; 

b) una sequenza polinucleotidica non tradotta posizionata a! 5* . 
della regione codificante, appartenente o meno alia regione 
intergenica di geminivirus; 

c) una sequenza polinucleotidica secondo T invenzione sopra 
definita o un suo frammento o una sua variante; 

d) una sequenza funzionante come terminatore della trascrizione, 
posizionata in 3' rispetto a detta sequenza polinucleotidica. 

Ulteriore oggetto della presente invenzione e un vettore di 
espressione che comprende il costrutto precedentemente descritto. 
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Inoltre, costituisce oggetto delia presents invenzione una 
pianta, un tessuto o cellule vegetal! transgeniche, la loro progenie 
nonche i semi comprendenti nel loro genoma una sequenza 
pollnucleotldica secondo la presente invenzione. 

Infine, forma oggetto del la presente Invenzione un metodo per 
la preparazione di piante transgeniche, loro tessuti o cellule vegetali 
resistenti in maniera duratura ai geminlvirus che comprende le seguenti 
fasi: 

a) identificazione o scelta di una sequenza genica virale 
codificante per una sequenza amminoacidica in grado di conferire 
resistenza ai geminivirus; 

b) mutagenesi del la sequenza genica virale in mode tale da 
renderla un bersaglio inefficlente del silenziamento post-trascrizionale 
indotto dal virus infettante; 

c) inserimento della sequenza genica di geminivirus mutata 
ottenuta nella fase b) mediante un costrutto come descritto 
precedentemente, nella pianta, suo tessuto o cellule vegetale. 

In riferimento alia fase a) del metodo secondo la presente 
invenzione, con il tennine "Identificazione" si intende I'individuazione 
sperlmentale di detta sequenza genica virale in grado di conferire 
resistenza ai geminivims, mentre con il temnine "scelta" si intende 
I'individuazione di una sequenza genica virale gi^ disponibile in grado 
di conferire resistenza non durevole ai geminivirus. In questo senso il 
metodo secondo la presente invenzione si configura ulteriormente 
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come la soluzione al problema della perdita delta resistenza ai 
geminivirus che si verifica mediante IMmpiego di sequenze note. 

In particolare la mutagenesi prevista nella fase b) viene 
effettuata mantenendo un'omologia a livello nucleotldico rispetto alia 
corrispondente sequenza genica dei geminivirus di cui si vuole 
ottenere resistenza inferiore o uguale al 90%, preferibilmente inferiore 
o uguale air80%, ancora piu preferibilmente inferiore o uguale al 70%, 
distribuita in modp tale che Tomologia continua nell'RMA trascritto 
rispetto alia corrispondente sequenza dei geminivirus sia inferiore o 
uguale 17 nucleotidi. preferibilmente inferiore o uguale a 8 nucleotidi e 
la lunghezza massima della sequenza contenente una singola 
sostituzione rispetto alia sequenza genica nativa non sia superiore a 
30 nucleotidi. preferibilmente non superiore a 20 nucleotidi. 

Per quanto concerne la sequenza amminoacidica codificata 
dalla sequenza polinucleotidica identificata o scelta nella fase a) 
secondo la presente invenztone, essa pu6 essere una proteina avente 
omologia del 100% rispetto alia proteina virale wild-type. 

Tale intervento di mutagenesi consiste in tutte quelle mutazioni 
sulla sequenza nucleotidica che non diminuiscano la capacity della 
proteina nel conferire resistenza a geminivirus. Possibili mutazioni 
sono sia quelle puntiformi silent! che quelle che portano alia 
sostituzione con amminoacidi aventi caratteristiche biochimiche simili, 
o delezioni e/o inserzioni e/o sostituzloni. 

Alternativamente la mutagenesi nella fase b) del metodo 
secondo la presente invenzione consiste in delezioni della sequenza 
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polinucleotidica alla/e sua/e estremita in modo tale che detta 
sequenza, pur mantenendo simili capacita interferenti, sia 
sottorappresentata, rispetto alia sequenza originale, nella popolazione 
naturale del sIRNA prodotti dal virus infettante. 

In particolare, tale intervento di mutagenesi nella fase b) del 
metodo secondo la presents invenzione puo consistere in delezioni 
della regione 3' della sequenza genica virale fino all'identificazione 
della minima regione 5' di detta sequenza genica clie sia 
sottorappresentata rispetto alia sequenza codificante la proteina wild- 
type, nella popolazione del siRNA interferenti e che detta proteina 
tronca mantenga la capacita di conferire resistenza ai geminivirus. 

Inoltre, la sequenza genica virale delta fase a) del metodo 
secondo la presente invenzione pud essere quella del gene 
C1/AL1/AC1 di TYLCSV e la sequenza amminoacidica pud essere una 
proteina tronca rispetto alia proteina virale wild-type quale, ad 
esempio, la Rep-130. 

Tra le moiteplici applicazioni in campo agronomico delle . 
sequenze pollnucleotidiche sintetiche secondo la presente invenzione 
6 di particolare interesse il loro impiego per I'ottenimento di piante di 
pomodoro resistenti al TYLCSV. 

In questa particolare forma di realizzazione, la sequenza 
polinucleotidica transgenica codificante per la proteina virale Rep 
tronca, (Rep-210) § stata modificata mediants una delezions ai 3', 
risultando bsrsaglio inefficiente dsl silenziamento genico post- 
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trascrizionale indotto dal TYLCSV, pur mantenendo la capacita di 
conferire resistenza. 

. In particolare, e stata individuata tramite ibridazioni stringenti 
con sonde radioattive ad RNA, una regjone trascritta del genoma del 
TYLCSV Che e sottorappresentata nella popolazione dei siRNA di 
origine virale prodotti durante I'lnfezlone del TYLCSV in piante wild 
type, come mostrato in figura 6. Tale regione e quella comspondente al 
primi 390-nucleotldi del gene codificante la R^p del TYLCSV. che una 
volta trascritta § bersaglio inefflciente del silenziamento genico post- 
trascrizionale, e che codifica per la proteina Rep tronca (Rep-130) 
espressa in modo stabile, dando cosl luogo ad una resistenza 
durevole. 

Pertanto, in una fonna particolare di realizzazione 
dell'invenzione, la sequenza amminoacidica dei geminivirus, quale ad 
esempio ii TYLCSV, codiffcata dalla sequenza polinucleotidica 
secondo I'invenzlone puo essere la proteina tronca Rep 130, 

La presente Invenzione verra ora descritta a titolo illustrativo, 
ma non limitative, secondo sue forme preferite di realizzazione, con 
particolare riferimento alle figure del disegni allegati, in cul: 

la figura 1 mostra il genoma del virus dell'accartocciamento 
fogllare glallo del pomodoro specie Sardegna (TYLCSV). II DNA k 
trascritto bidlrezionalmente e contiene sei moduli di lettura 
parzialmente o totalmente sovrapposti (ORF) di cui due sul filamento 
virale (V) V1 e V2 e quattro sul filamento complementare (C) C1, C2, 
C3 e C4; 
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la figura 2 mostra I'espressione della proteina Rep-210 in 
plante transgenlche di N. benthamiana (linea 102.22) in seguito 
all'agroinocuiazione con TYLGSV. I simboli (-), (+) e Nl indicano 
rispettivamente piante sane, infette e non inoculate. L'analisi e stata 
condotta prima dell'agroinoculazione con TYLCSV (Owpi), quattro e 
otto settimane dopo di essa (rispettivamente 4 e 8 wpi); 

la figura 3 mostra I'espressione della proteina Rep-210 e degli 

• • • • - . ' 

mRNA transgenic! in 'piante di pomodoro (linea 47 X wt) prima 
dell'agroinoculazione con TYLCSV (0 wpi) e 22 settimane dopo essa 
(22 wpi). I simboli (+) e (-) indicano rispettivamente piante che 
risultavano infette o sane al tempo indicato; 

la figura 4 mostra l'analisi dell'espressione della proteina Rep- 
210 e dei siRNA corrispondenti al relative trascritto in piante 
transgenlche di pomodoro della linea 47 X 10D prima 
dell'agroinulazione con TYLCSV. I simboli (+) e (-) sopra il pahnello 
indicano rispettivamente la presenza e I'assenza del transgene CI 
senso e antisenso; wt indica una pianta wild-type di controllo; mentre i 
simboli (+), (-) e Nl sotto il pannello dei siRNA indicano rispettivamente 
la presenza (+) e I'assenza (-) del virus e la non agrolnoculazione (Nl) 
come controllo; 

la figura 5 mostra il Northern blot degli RNA totali estrattl da 
piante di pomodoro \A/ild-type infettate da TYLCSV (campioni 1-4) e non 
infettate come controllo (campione C); M indica un marcatore di pesi 
molecolari; 
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la figura 6 mostra I'analisi della presenza dei siRNA in piante 
wild-type di pomodoro agroinoculate con II TYLCSV (campioni 1 e 2) a 
quattro settimane dall'lnoculazione e wild-type non agroinoculate 
(campione C); in particolare sono analizzati i sIRNA con-ispondenti al 
trascritto per la Rep210 (sonda A) e per la Rep130 (sonda B); 

la figura 7 mostra la sequenza nucleotidica codificante la Rep- 
130 presente nel plasmide pTOMISO. In maluscolo sono riportati 1 
nucleotidi non appartenenti al TYLCSV, ma derivanti dal clongggio; le 
sequenze sottollneate con-ispondono al siti di restriziofie BamHI e Eco 
Rl usati per il clonaggio. I codoni di inizio e termlnazione sono riportati 
in grassetto mentre le mutazloni Introdotte per ellminare I'espressione 
della proteina C4 sono sottolineate in corsivo e grassetto; 

la figura 8 mostra il Southern blot di acldl nucleici totali estratti 
da protoplast! di N. benthamiana wild-type cotransfettati con un clone 
infettivo di TYLCSV (pT0M6), insieme al plasmide esprimente la forma 
mutata della proteina Rep indicata sopra ciascuna colonna; 

la figura 9 mostra I'analisi quantitativa della repllcazione del 
TYLCSV in protoplasti di N. benthamiana wild-type cotransfettati con il 
plasmide pTOM6 insieme al plasmide esprimente la forma mutata della 
proteina Rep; 

la figura 10 mostra lo schema del plasmide pTOMISO, 
Impiegato per I'ottenimento delle piante transgeniche esprimenti la 
Rep-130. LB e RB indicano rispettivamente left-border e right-border; 
pE35S rappresenta 11 promotore dupllcato del 35S del Virus del 
Mosaico del Cavolfiore; Rep-130 e la sequenza codificante la proteina 
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Rep-130; t35S e II termlnatore del 35S del Viais del Mosaico del 
Cavolfiore; tNOS e il terminatore del gene codlflcante per la nopallna 
sintasi; nptll § la sequenza codificante la neomiclna fosfotransferasi; 
pNOS indica il promotore del gene per la nopallna sintasi; Kan 
rappresenta II gene per la resistenza alia kanamicina per la selezlone 
in E.coli; 

la figura 11 mostra I'analisi dell'espressione della protelna Rep- 
130 in piante transgeniche di N, benthamiana trasformate con 
pTOMI 30 (llnee 300-309) o wild-type (wt); 

la figura 12 mostra I'analisi della replicazlone del TYLCSV in 
protoplast! di N. benthamiana transgenic! esprimenti la Rep-130 (linee 
300. 301 , 303) la Rep-21 0 (1 02.22) e wild-type (wt); 

la figura 13 mostra I'allineamento fra la sequenza nucleotidica 
wild-type codificante la proteina Rep210 del TYLCSV 
(Seq_cod_Rep210_wildJype. in alto) e la sequenza nucleotidica 
sintetica modificata in modo tale da non essere bersaglio della 
degradazlone post-trascrizionale Indotta dal virus infettante 
(Seq_cod_Rep210_silencing_minus, In basso). Nella sequenza 
sintetica, i nucleotidi mutati rispetto alia sequenza wild type sono 
indicati daH'ombreggiatura. 

ESEMPIO 1 : Identiftcazione di una regione del gene C1 del 
TYLCSV sottorappresentata nella popolazione dei piccoli RNA 
interferenti. 

In una infezione naturale da parte di TYLCSV in piante wild- 
type, le sequenze virali trascritte sia del filamento negative che positive 
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del genoma di TYLCSV sono bersaglio di silenziamento genico post- 
trascrizionale come evidenziato dalla presenza di siRNA omologhi a 
different! porzioni del genoma, rilevabile nella figura 5. In figura 5 e 
riportato il Northern blot di RNA totali estratti dalle piante di pomodoro 
wild-type infette da TYLCSV (campioni 1-4) e non infette di controllo 
(campione C). In particolare, a lato di ciascun pannello e schematizzata 

la sonda usata e sono indicati I siti di restrizione utilizzati. Sono 

riportate anche le dimensioni stimate dei siRNA. 

Per identlficare una regione del gene C1 del TYLCSV 

sottorappresentata nella popolazione dei siRNA sono stati estratti gli 

RNA totali (Bmnetti et ai, 1997) sia da piante di pomodoro sane che 

infette da TYLCSV. 

Trenta microgrammi di tali RNA sono stati sottoposti ad 
elettroforesi su gel denaturante di poliacrilamide 8% e trasferiti per 
capillarita su filtro di nylon mediante Northern blot. Sono state prodotte 
due repllche Identiche ed S stata effettuata per ciascuna un'ibridazione 
con sonde con-ispondenti a differenti porzioni della regione 5' dei gene 
CI, come mostrato nella figura 6, Un filtro d stato ibridizzato con una 
sonda derivata dalla porzione 5* del gene CI comprendente 42 nt di 
sequenza leader non tradotta e i primi 630 nucleotldi del gene CI 
(circa I 3/5 del gene C1) (sonda A) e I'altro con una sonda derivata 
dalla porzione 5' del gene C1 comprendente 42 nt di sequenza leader 
non tradotta ed i primi 390 nucleotidi del gene CI (sonda B). 

AI fine di poter confrontare a livello quantitative i risultati 
ottenuti con le due diverse sonde (derivanti da due marcature 
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indipendenti), quantita scalari di uno stesso oligonucleotide lungo 40 nt 
complementare ad entrambe le sonde sono state caricate su entrambe 
le repliche. Le colonne 100 e 50 corrispondono rispettivamente a 100 e 
50 picogrammi di tale oligonucleotide. I pannelli contenenti la 
migrazione dell'oligonucleotide sono stati posti accanto ai rispettivi 
pannelli contenenti i siRNA, ma la posizione in figura non comsponde 

alia posizione sul gel, in quanto I'oligonucleoticle e i sIRNA hanno peso 

-a 

molecolare differente. 

Entrambe le sonde dopo la trascrizione in vitro sono state 
sottoposte ad idrolisi alcalina (Cox et al., 1984) al fine di ridurle in 
frammenti di lunghezza media pari a 75 nucleotidi. 

Le ibridazioni sono state condotte per 16 ore a 39°C nel 
tampone descritto da (Dalmay et al., 2000). Dopp I'lbridazione i filtri 
sono stati lavati in 2X SSC. 0,2% SDS due volte per 10 minuti a 40'C, 
due volte per 10 minuti a 45''C e una volta per 10 minuti a 50"*C. 

Si puo notare come la regione 5' prossimale del gene C1 sia 
sottorappresentata nella popolazione dei siRNA In partlcolare I'analisi 
quantitative del risultati effettuata mediante lo strumento TYPHOON 
(Amersham-Pharmacia) ha messo in evidenza che i sIRNA 
comspondenti a questa regione 5' sono in quantita pari al 25% rispetto 
a quell! corrispondenti alia regione che si estende fino ai nucleotidi 
codificanti I'aminoacido 210. Detta regione 5' costituisce quindi un 
bersaglio inefficiente per il sllenziamento genico post-trascrizionale 
indotto dai virus infettante. 
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ESEMPIQ 2 : Costruzione di una sequenza polinucleotidica delta 
porzione 5' del gene C1 codificante la Rep tronca. 

Come evidenziato precedentemente (Brunetti et aL, 1997), le 
piante transgeniche Rep-210 mostrano una resistenza non durevole ed 
un fenotipo alterato, 

Airinterno del gene C1 tronco e presente. in un differente 
modulo di lettura, il gene C4. come si puo notare in figura 1 . 

E' stato dimostrato che Tespressione transgenica del gene C4 
dei geminiyirus induce alterazioni del fenotipo (Krake ef a/.. 1998). 

Sono stati quindi progettati diversi costmtti CI tronchi che non 
potessero piu esprimere la ORF C4. 

Per ottenere i mutant! C4(-) e stato introdotto un codone di 
terminazione nelia sequenza C4 attraverso Tintroduzione di due 
mutazioni puntifomni. In particolare, rlferendosi alia sequenza del 
pTOM130 riportata nella figura 7, la mutazione ai nucleotide in 
posizione 233, consiste in una trasverslone da C a G che converte II 
codone TCA (codificante per la serine) del modulo di lettura codificante 
la C4 In TGA (opal). Inoitre, la mutazione al nucleotide in posizione 231 
consiste in una transizione da C a T che ripristina nel modulo di lettura 
codificante la CI un codone codificante per la leucine (CTC diventa 
TTG, molto piCj rappresentato in pianta). 

In questo modo la traduzlone della proteina C4 viene interrotta 
dopo soli 10 amminoacidi, mentre la sequenza amminoacidica della 
proteina CI rimane invariata. Le due mutazioni introdotte sono state 
scelte fra le tante possibili in base al criterio di creare un codone di 
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terminazione "forte" nel modulo di lettura della C4, mantenendo nel 
modulo di lettura della C1 un codone per la leucina compatibile con i 
codoni in uso nelle piante. 

La mutagenesi e stata effettuata mediante PGR con i seguenti 
oligonucleotidi mutati: 

C4 plus, primer: 5*-CT CAT CTC CAT ATT TTG ATC CAA TTC 
GAAG-3' . . ^ 

C4 minus.primer: 5'-C TTC GAA TTG GAT CAA AAT ATG 
GAG ATG AG-3' ( 2419-2448 in TYLCV - Kheyr-Pour ef a/.. 1991) 

Ciascuno dei due primer mutati e state utilizzato insieme ad un 
primer esterno in due reazioni separate di PCR utilizzando come 
stampo 11 plasmide pGEM102 (BrunettI ef a/., 2001). 

In particolare, gli oligonucleotidi esterni utilizzati sono Rev e 
Univ (M13/pUC primer sequenziamento n.1233 e 1224) e dalla 
reazione condotta con Unlv/C4plus si ottiene un frammento di 537 bp, 
mentre daila reazione con Rev/C4minus si ottiene un frammento di 351 
bp, 

I prodotti cosi ottenuti sono stati usati come stampo per una 
successiva reazione d'amplificazione condotta con due primer esterni. 

II prodotto di PCR cosi ottenuto 6 stato digerito con gli enzimi 
di restrizione EcoRI e BamHI e donate nei corrispondenti siti di pJIT60, 
ottenendo pJITR210. In entrambi casi si e proceduto al 
sequenziamento per verificare Tesattezza dei cloni. 
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ESEMPIO 3 : Identificazione dells minima regione 5' del gene 
C1 del TYLCSV che una volta espressa in cellule vegetali sia in grado. 
di inibire la replicazione virale. 

Al fine di definire la minima regione 5' terminate del gene C1 in 
grado di conferire resistenza al TYLCSV, una serie di mutanti di 
delezione 3-terminali del gene C1 6 state clonata nel vettore 
d'espressione pJITSO, dando origine alia serie pJTR. 

Le sequenze virali.sono state amplificate mediante PGR con 
Pfu DNA polimerasi (Stratagene). utilizzando primer specifici 
contenenti siti di restrizione alle estremita. 

Come stampo e stato utilizzato il plasmide precedentemente 
descritto pJITR210 che codifica per la Rep-210, contenente un codone 
di stop per la proteina interna C4. I frammenti ottenuti dalle reazioni di 
amplificazione sono stati digeriti con gli enzimi SamHI e EcoRI e 
clohati nei corrispondenti siti di pJITSO, dando origine alia serie pJTR. 

TuttI I cloni finaii sono stati sequenziati per confermare la 
fedelta deH'amplificazione e le giunzioni vettore-inserto. La lunghezza 
e le posizioni esatte di ciascuna sequenza amplificata sono riportate 
nelia tabella 6. 

La capacita di ciascun mutante di delezione delta Rep di 
conferire resistenza al TYLCSV e state valutata mediante saggi di 
cotrasfezione di protoplasti wild-type di N. benthamiana con un clone 
irifettivo di TYLCSV (pT0M6), insieme a ciascun mutante e successive 
analisi del livello di replicazione del genome virale mediante Southern 
blot. I risultati ottenuti sono riportati neile figure 8 e 9. 
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Tabella 6 



pJTR210a 


42 bp UTR + C1 ORF tronca (630 nt) 
contenente la regione codificante C4 


1985-2656(1) 


pJTR21 0 


42 bp UTR + C1 ORF tronca (630 nt) 


1985-2656(1) 


pJTR181 


42 bp UTR + C1 ORF tronca(543 nt) 


2072-2656(1) 


pJTR156 


42 bp UTR +C1 ORF tronca (468 nt) 


2147-2656(1) 


JO 1 r\ 1 OVJ 


42 bp UTR + C1 ORF trpnca(390 nt) 


2225-2656(1) 


PJTR120 


42 bp UTR + C1 ORF tronca (360 nt) 


2255-2656(1) 


pJTRSO 


42 bp UTR + C1 ORF tronca (240 nt) 


2375-2656 (1) 


pJTR54 


42 bp UTR + C1 ORF tronca (162 nt) 


2453-2656 (1) 



(1) numerazlone nucleotidica del genoma del TYLCSV secondo Kheyr-Pour et al. . 



1991. La cotrasfezlone del protoplasti, I'estrazione di acidi nucleici 
total! e I'analisi Southern sono state eseguite secondo metodiche gia 
descritte (Brunetti ef a/. 2001). 

Gil add! nucleici totall estrattl da clascun campione di 
protoplasti sono stati anallzzati medlante Southern blot con una sonda 
ad RNA marcato con digosslgenlna comspondente alia sequenza 
codificante la Rep-210, ed 11 plamlde pGEM-P S stato utillzzato come 
controllo. In particolare nella figure 8 § mostrato II Southern blot degll 
acldi nucleici totall estrattl, dove scDNA e ssDNA indlcano 
rispettlvamente la forma superawolta e a singolo fllamento del DMA del 
TYLCSV. 

Per • effettuare I'analisi quantitatlva accurata dell'effetto 
dell'espressione delle varie forme tronche di Rep sulla replicazlone del 
genoma di Pi'LCSV, I'analisi Southern § state effettuata con una sonda 
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di DNA marcata con ^^P corrispondente alia regione codificante i primi 
54 amino acidi N-termlnali della Rep ed e stato valutato il livello di 
radloattivita conrispondente a ciascuna banda osservata su filtro, 
medlante analisi con lo strumento Istant Imager (Canberra, Packard). 

Ciascun costrutto mutato e stato sagglato due volte, in tre 
esperimenti indlpendenti ed ogni valore riportato nella figura 9 
rappresenta la media di due o tre cotrasfezioni dei tre esperimenti 
indlpendenti. 

Come livello di replicazione di TYLCSV pari al 100% e stato 
assunto quelle della replicazione del TYLCSV negli esperimenti di 
cotrasfezione effettuati con pT0M6 insieme al plasmide di controllo 
pGEM-P. 

In particolare nella figura 9 § mostrata I'analisi quantitativa e le 
barre blanche e nere degli istogrammi rappresentano rispettivamente la 
quantita di DNA superawolto e a singolo filamento; la barra degli errori 
indica la deviazione standard della media. 

Come si rileva dall'osservazione delle figure 8 e 9 i primi 1 30 
amino acidi N-terminali della proteina Rep sono sufficient! ad inibire la 
replicazione virale in modo pressOchd assoluto, mentre Tespressipne 
dei primi 120 amino acidi N-terminali non S influente rispetto ad essa. 

ESEMPIQ 4: Ottenimento di piante transgeniche di N. 
benthamiana esprimentHa Rep-130. 

L'analisi della capacity di inibire la replicazione del TYLCSV da 
parte delle varie fomne mutate della Rep, valutata tramite espressione 
transiente in protoplasti, ha evidenziato, come descritto nell'esempio 
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precedente. che il mutante piu corto ancora efficace e quelle 
codlflcante la Rep-130. 

E' stato altresi evidenzlato precedentemente negli altrl esempi 
Che la porzlone 5' prosslmale del gene C1 codlficante la Rep130 d un 
bersaglio Inefficlente del silenziamento genico post-trascrlzionale 
comparato alia sequenza codlficante la Rep-210. 

Si d pertanto proceduto aH'ottenimento di plante transgenlche 
di N. benthamiana esprimenti la Rep-130; a tal fine e stato costruito il 
plasmide pTOM130 rappresentato nella figura 10, clonando il 
frammento Kpn\-Bgl\\ di pJTR130 hel siti Kpn\-BamH\ di pBIN19. 

La N. benthamiana 6 stata trasfomata con il ceppo di 
Agrobacterium tumefadens C58 pGV2260 contenente il plasmide 
PTOM130 e le piante resistenti alia kanamicina sono state rigenerate 
come descritto (Noris etal. 1996). 

I trasformanti primari sono stati analizzati per la presenza del 
transgene mediante analisi PGR e per I'espressione della proteina 
Rep-1 30 mediante Western blot come mostrato nella figura 11. 

Gli estratti proteici ottenuti dalle piante transgenlche (300-309) 
o wild-type di controllo (wt) sono stati analizzati mediante Western blot 
usando come anticorpo primario un policlonale di coniglio anti-TYLCSV 
Rep come descritto (Noris et ai 1996). 

ESEMPIO 5 : Cellule di pianta trasformate stabiimente con il 
costrutto PTOM130 ed esprimenti la Rep-130 inibiscono la replicazione 
del TVLCSV. 
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Al fine di valutare precocemente la resistenza conferlta 
dall'espressione stabile della Rep-130, protoplast! isolati da vari 
trasformanti primari di N. benthamiana per la Rep-130 sono stati 
trasfettati con il clone infettivo di TYLCSV (pT0M6). 

Le linee transgeniche utilizzate sono state scelte secondo il 
criterio dell'elevato livello d'espressione della Rep-130, come 
evidenziato dall'analisi mediante Western blot riportata nella figura 1 1 . 

II livello di repljcazione del JYLCSV in tali protoplasti 
transgenic! § stato confrontato con quelle osservato in protoplasti di N. 
benthamiana wild-type e transgenic! esprimenti la Rep-210 (linea 
cellulare 102.22). 

In particolare nella figura 12 d mostrata I'analisi della 
replicazione del TYLCSV in protoplasti di N. benthamiana transgenic! 
esprimenti la Rep-130 (linee 300. 301, 303), o la Rep-210 (linea 
102.22) e wild-type (wt). 

Gli acid! nucleic! total! estratt! da! var! campion! di protoplasti 
sono stati anallzzat! mediante Southern blot utllizzando una sonda ad 
RNA marcata con digossigenina corrispondente al trascritto per la Rep- 
210. 

Al fine di confrontare il livello di replicazione del TYLCSV ne! 
protoplasti transgenic! per la Rep-130 con quelle osservato ne! 
protoplast! wild-type, gli acid! nucleic! total! estratt! da quest! ultimi sono 
stati anallzzat! sul gel anche in diluzion! 1:10 e 1.:50., come mostrato 
nella figura 12. 



-39- 



ESEMPIQ 6 : Dimostrazione della resistenza duratura al 
TYLCSV delle piante transgeniche per il costrutto pTOM130 esprimenti 
la Rep-130. 

Al fine di valutare la stabilita nel tempo della resistenza al 
TYLCSV conferita dall'espressione della Rep-130, le piante 
transgeniche R1 esprimenti tale proteina sono state agroinoculate con 
il ceppo di A. Jumefaciens LBA4404 contenente il clone infettivo di 
TYL'CSV. 

Come gia esposto in precedenza, le condizioni d'inoculazione 
virale mediante agroinoculazione, utilizzate per saggiare la resistenza 
e vagliarne la stabilita nel tempo, corrispondono a condizioni di alta o 
altissima pressione virale. 

L'eventuale instaurarsi dell'infezione e stata valutata ad 
intervalli di una settimana mediante saggio "tissue printing", utilizzando 
una sonda marcata con digossigenina specifica per il gene della 
proteina di rivestimento. 

I risultati sono riportati in tabella 7 e mostrano che, a differenza ■ 
dei risultati descritti nelia tabella 2 concementi piante transgeniche 
esprimenti la Rep-210 che avevano una resistenza poco durevole nel 
tempo, le piante transgeniche di Nicotiana benthamiana esprimenti la 
proteina Rep-130 mostrano una resistenza durevole quando 
agroinoculate con un clone infettivo del genoma del TYLCSV. Questo 
si pud evincere confrontando le piante resistenti a 2 wpi ed a 6 wpi, 
dove wpi indica il numero di settimane successive all'inoculo. 
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Tabella 7 



Piant6 


1 C71 1 lyJKJ 

(settimane) 


niAntia infotfp/ 

piante inoculate 


% ni ante infpttp/ 

piante inoculate 


Rep-130 


2 


0/10 


0 




4 


0/10 


0 




6 


0/10 


0 


Wild type 


2 


9/10 


90 




4 


10/10 


100 



La resistenza e quindi associata alia presenza della proteina 
Rep-130 e alia capacita della pianta transgenica inoculata con il 
TYLCSV di esprimere in maniera durevole la Rep-130, In quanto la 
sequenza codificante tale prodotto risulta essere un bersaglio 
inefficiente del silenziamento genico post-trascrizionale indotto dal 
virus e la proteina Rep seppure mutata mantiene la sua capacita di 
conferire resistenza aH'ospite. 

ESEMPIO 7 : Costruzione di una sequenza polinucleotidica 
sintetica modificata in modo tale da non essere bersaglio della 
degradazione post-trascrizionale indotta dal virus infettante, codificante 
la proteina Rep210 del TYLCSV. 

Al fine di ottenere la produzione stabile della proteina Rep210 
del TYLCSV da parte di piante transgeniche, § stata costruita una 
sequenza polinucleotidica sintetica in grade di codificare la proteina 
Rep210 senza incorrere nella degradazione post-trascrizionale indotta 
dal virus infettante. 
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La sequenza polinucleotidica sintetica e stata disegnata in 
modo tale da soddisfare II requisite dl non essere bersaglio della 
degradazione post-trascrizionale indotta dal virus infettante impiegando 
il metodo secondo la presente invenzione. 

Inoltre, sono stati seguiti i seguenti criteri: 
la sequenza polinucleotidica sintetica non k in grado di 
codiflcare il prodotto proteico C4. avendo in poslzione 231 e 233 le 
stesse mutazioni mostrate nella figura 7, come descritto per la ReplSO; 

le mutazioni introdotte sono tutte silenti. vale a dire che il 
prodotto proteico codificato dalla sequenza polinucleotidica sintetica § 
esattamente uguale a quelle codificato dalla sequenza virale wild type; 

le mutazioni introdotte tengono conto della frequenza 
vari codoni che specificano per uno stesso aminoacido sono presenti 
nei geni del pomodoro; in particolare ognl volta che cio e stato 
possibile si § scelto II codone piCi frequentemente usato in pomodoro; 

le mutazioni introdotte sono state tutte controllate in modo tale 
da escludere la possibile formazlone dl sequenze aventi particolare 
funzione. come per esempio segnali di poliadenilazione o segnall dl 
splicing, anche criptici. 

In particolare la sequenza polinucleotidica e stata sintetlzzata 
a partire da ollgonucleotldl medlante I'assemblaggio tramite PGR 
(Prodromou and Laurence. 1992; Stemmer et at, 1995) usando una 
DNA pollmerasi termostabile con attlvitS dl correzione "proof reading" 
(PfuDNA Polymerase, Stratagene). 
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I risultati conseguiti e descritti negli esempi evidenziano che e 
possibile ottenere resistenze durevoli ai geminivirus esprimendo in 
pianta un transgene consistente in una sequenza polinucleotidica 
derivata dal patogeno, se quest'ultima viene opportunamente scelta o 
modificata ad arte per non essere bersaglio, o essere un bersaglio 
inefficiente, del silenziamento genico post-trascrizionale del virus 
infettante. 



BBS 
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RivENDicAzioN, ™ 2 00 3 A 0 0 0242 

1. Sequenza polinucleotidica codificante per una sequenza 
amminoacidica derivata dai gemlnivims, delta sequenza 
polinucleotidica essendo mutata in modo tale da non essere bersaglio 
o da essere bersaglio inefficiente del silenziamento post-trascrizionale 
virale e avente: 

a) un'omologia a livello nucleotidico inferiore o uguale al 90% rispetto 

. alia corrispondente sequenza genica dei geminivirus verso i quali si ^ 
vuole ottenere la resistenza; ^ 

b) un'omologia continue nelt'RNA trascritto, rispetto alia corrispondente ^ 
sequenza genica dei geminivirus, inferiore o uguale a 17 nucleotidi; 

c) una lunghezza massima della sequenza contenente una singola 



sostituzione rispetto alia corrispondente sequenza genica dei ^ 
geminivirus non superiore a 30 nucleotidi; ^ 

detta sequenza polinucleotidica essendo in grado di conferire 
alle piante, loro tessuti o cellule vegetali con essa trasfomiate una 
resistenza durevole contro i geminivirus. 

2. Sequenza secondo la rivendicazione 1, in cui I'omologia a 
livello nucleotidico rispetto alia con:ispondente sequenza genica del 
geminivirus § inferiore o uguale air80%. 

3. Sequenza secondo la rivendicazione 1, in cui I'omologia a 
liyello nucleotidico rispetto alia conrispondente sequenza genica del 
geminivirus e inferiore o uguale al 70%. 
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4. Sequenza secondo ognuna della rivendicazioni precedenti, in 
cui I'omologia continua nell'RNA trascritto rispetto alia sequenza 
genica del gemlniviais § inferiore o uguale a 8 nucleotidi. 

5. Sequenza secondo ognuna della rivendicazioni precedenti, in 
cui la lunghezza massima della sequenza contenente una singola 
sostltuzione rispetto alia corrispondente sequenza genica del 
geminivirus non S superiore a 20- nucleotidi. 

6. Sequenza secondo ogiiuna delle rivendicazioni precedenti, in 
cui i geminivims sono scelti dal gruppo che consiste nelle specie e loro 
isolati di Mastrevirus, Curtovirus, Begomovirus e Topocuvirus. 

7. Sequenza secondo la rivendicazione 6, in cui le specie dei 
Begomovirus sono scelte dal gruppo die consiste in TYLCCNV, 
TYLCGV, TYLCMalV, TYLCSV, TYLCTHV, TYLCV. ACMV, BGMV. 
CaLCuV, ToCMoV, TGMV,ToGMoV. ToMHV, ToMoTV, ToMoV, 
ToRMV. ToSLCV, ToSRV, Cotton leaf curi (CLCrV, CLCuAV, CICuGV. 
CLCuKV, CLCuMV, CLCuRV), East African cassava mosaic (EACMCV, 
EACMMV, EACMV, EACMZV), Potato yellow mosaic (PYMPV, PYMTV, 
PYMV), Squash leaf curl (SLCCNV, SLCV. SLCYV), Sweet potato leaf 
curi (SPLCGV, SPLCV), Tobacco leaf curl (TbLCJV, TbLCKoV, 
TbLCYNV, TbLCZV), Tomato leaf curi (ToLCBV, ToLCBDV, ToLCGV, 
ToLCKV, ToLCLV,ToLCMV, ToLCNDV. ToLCSLV, ToLCTWV. 
ToLCW, ToLCV) e loro isolati. 

8. Sequenza secondo la rivendicazione 6, in cui le specie 
appartenenti ai generi Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus sono scelte 
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dal gruppo che consiste in WDV, MSV, SSV, BYDV, TYDV. BCTV e 
loro isolati. 

9. Sequenza secondo la rivendicazione 1, in cui la sequenza 
genica § scelta dal gruppo che consiste in C1/AL1/AC1, C2/AL2/AC2, 
C3/AL3/AC3. C4/AL4/AC4, V1/AR1/AC1. V2/AR2/AV2, BC1/BL1 e 
BV1/BR1, appartenenti ai geminivirus. 

10. Sequenza secondo la rivendicazione 9, in cui la sequenza 
genica C1/ALi/AC1 h appartenente ai geminivirus come definiti nelle 
rivendicazioni 7 e 8. 

11. Sequenza secondo la rivendicazione 1, in cui la sequenza 
amminoacidica del geminivirus e una proteina derivata dal patogeno in 
grade di conferire reslstenza contro i geminivirus alle plante che la 
esprimono. 

12. Sequenza secondo la rivendicazione 11, In cui la proteina 6 
scelta dal gruppo che consiste in proteina del capside, proteina. virale 
associata alia replicazione (Rep), proteine codificate dai geni 
C2/AL2/AC2, C3/AL3/AC3, C4/AL4/AC4, V2/AR2/AV2, BC1/BL1 e - 
BV1/BR1. 

13. Sequenza secondo la rivendicazione 1, in cui le piante, loro 
tessuti o cellule appartengono al gruppo che consiste In pomodoro, 
peperone, tabacco, zucchino manioca, patata dolce, cotone, melone, 
patata, sola, vigna, mais, frumento, canna da zucchero, faglolo, 
zucchino, barbabietola. 

14. Costrutto comprendente una sequenza polinucleotidica 
eterologa contenente In direzlone 5'-3': 
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a) una sequenza polinucleotidica funzionante come promotore 
in detta pianta o tessuto o cellule trasformate; 

b) una sequenza polinucleotidica non tradotta posizionata al 5' 
della regione codificante; 

c) una sequenza polinucleotidica come definite nelle 
rivendicazioni da 1 a 1 3, o un suo frammento o una sua variante; 

d) una. sequenza funzionante come terminatore della 
trascrizione, posizionata in 3' rispetto a detta sequence 
polinucleotidica. 

15. Vettore di espressione comprendente ii costrutto come definite 
nella rivendicazione 14. 

16. Pianta, tessuto o cellule vegetali transgeniche comprendenti 
nel loro genoma una sequenza polinucleotidica come definite nelle 
rivendicazioni da 1 a 13. 

17. Progenie delle piante e dei tessuti vegetali secondo la 
rivendicazione 16. 

16. Seme comprendente nel suo genoma una sequenza 
polinucleotidica come definite nelle rivendicazioni da 1 a 13. 
19. Metodo per la preparazione di piante transgeniche. loro tessuti 
o cellule vegetali resistenti in maniera duratura ai geminivirus che 
comprende le seguenti fasi: 

a) identificazione o scelta di una sequenza genica virale 
codificante per una sequenza amminoacidica in grade di conferire 
resistenza ai geminivirus; 
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b) mutagenesi della sequenza genica virale in modo. tale da 
renderia un bersagiio inefficiente del siienziamento post-trascrizionale 
indotto dal geminivims infettante; 

c) inserimento deila sequenza genica di geminivims mutata 
ottenuta nella fase b) neila pianta, suo tessuto o cellula vegetale 
medlante un costaitto come definite nella rivendlcazione 14. 

20. Metodo secondo la rivendicazione 19, in cui la mutagenesi 
mantiene un'omologia a livello nucleotidico rispetto alia sequenza 
genica del geminivims verso il quale si vuole ottenere resistenza 
inferiore o uguale al 90% distribuita in modo tale . che I'omologia 
continua nell'RNA trascritto rispetto alia corrispondente sequenza 
genica del geminivims sla inferiore o uguale a 17 nucleotidi e la 
lunghezza massima della sequenza contenente una singola 
sostituzione rispetto alia corrispondente sequenza genica del 
geminivims non sia superiore a 30 nucleotidi. 

21. Metodo secondo ognuna delle rivendicazioni 19 e 20, in cui la 
mutagenesi mantiene un'omologia a livello nucleotidico rispetto alia 
sequenza genica del geminivims Inferiore o uguale air80%. 

22. Metodo secondo ognuna delle rivendicazioni 19 e 20, in cui la 
mutagenesi mantiene un'omologia a livello nucleotidico rispetto alia 
sequenza genica del geminivims inferiore o uguale al 70%. 

23. Metodo secondo ognuna delle rivendicazioni da 19 a 22, in cui 
la mutagenesi mantiene un'omologia continua a livello nucleotidico 
rispetto alia sequenza genica del gemlnivirus inferiore o uguale a 8 
nucleotidi. 
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24. Metodo secondo ognuna defle rivendicazioni da 19 a 23, in cui 
la lunghezza massima della sequenza contenente una singola 
sostituzione rispetto alia corrispondente sequenza genica del 
geminivirus non sia superiore a 20 nucleotidl. 

25. Metodo secondo ognuna delle rivendicazioni da 19 a 24, in cui 
la mutagenesi consiste in mutazioni puntiformi silenti o in delezioni e/o 
inserzioni e/o sostituzioni. 

26. lyietodo secondo le rivendicazioni 19 e 25, in cui la mutagenesi 
nella fase b) consiste in delezioni della regione 3' della sequenza 
genica virale fino all'ldentificazione della minima regione 5' di detta 
sequenza genica che sia sottorappresentata, rispetto alia sequenza 
codificante ia proteina wild-type, nella popolazione dei siRNA 
interferenti e che detta proteina tronca mantenga la capacita di 
conferire resistenza ai geminivirus. 

27. Metodo secondo la rivendicazione 26, in cui la sequenza 
genica virale della fase a) d il gene C1/AL1/AC1. 

28. Metodo secondo la rivendicazione 26, in cui il gene 
C1/AL1/AC1 6 del TYLCSV. 

29. Metodo secondo la rivendicazione 26, in cui la sequenza 
anriminoacidica e una proteina tronca rispetto alia proteina virale wild- 
type. 

30. Metodo secondo ognuna delle rivendicazioni da 26 a 29, in cui 
la proteina tronca e la Rep130. 

Roma, \ 9 KfiS. Z3Q3 
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CONSIGLIO NAZIONALE DELLE RIOERCHE 
Ing. Baizand & Zanaido Roma S.p. A. 




UN MANDATARIO 
per se e per gU altri 

Serena Gitto 
(N* d'iscr. 962B) 



AL MINISTERO DELLE ATTIVITA' PRODUTTIVE MODULO A 

UFRCIO ITALIANO BREVETTI E MARCH! - ROMA 

DOMANDA Dl BREVETTO PER INVEN2IONE INDUSTRIALE. DEPOSITO RISERVE, ANTICIPATA ACCESSIBIUTA AL PU8BUCO 



A. RICHIEDENTE(I) 

1) Denominazlone I ENEA- Ente per le Nuove Tecnoloqie. TEnerqia e rAmbiente 
Residenza I Roma. RM 



2) Denomfnazione I CONSIGLIO NAZIONALE DELLE RICERCHE 
Residenza 



N.G. 

I lElNi 

J codice lo |1 |3 |2 lo 17 |4 lo Is |8 lo I I I I I 1 



I Roma. RM 



] COdlce lo lo |9 |6 |2 |4 |2 ll lo lo |4 I I I I I I 



a rappresentante del richiedente presso l^u,i.b.m. 

Cognome e nome | GITTO Serena ed altri 



jCod.fiscale I I I I I I I I I I I I I I I I I 



Oenomlnazione studio dl appartenenza I Inq, Barzand & Zanardo Roma S.p.A. 
Via I Piemonte | n. I I |2|6| citt^ I ROMA I Cap |Q|0|1|8|7| (prov) IrImI 



C. DOMICILIO ELETTIVO destinatario j Inq, Barzand & Zanardo Roma S.p.A, 
Via I Piemonte 



J 



J n. I I |2|6| citta I ROMA | Cap |Q|0|1|8|7l (prov) IrImI 



D, TITOLO classe proposta (sezic!/scl) | | j | | gruppo/sotlogruppo | | | | / | | | | | 

I "Metodo per la preparazione di piante transqeniche resistenti in maniera duratura ai qerninlvirus". • 
I 



ANTICIPATA ACCESSIBIUTA ALPUBBUCO: SI | | NO UU SE ISTANZA: DATA I i l / | 1 I /I 

E. INVENTOR! DESIGNATI cognome e nome cognome e-nome ' 

D lTAVAZZAMario ■ |. * 3) | LUCIOLl Alessandra 



N* PROTOCOl 




a I NORIS Ennanuela 



4) I ACCOTTO Gian Paolo 



prioritA 

azione o 
onganizzazlone 

2)1 



tlpo di 
priorita 



numero di damanda 



J L 



J L 
J L 



data di deposito 

I I i/i I i/i 
I'UJ/L 



S/R 

J_l u 

u u 



SCIOQUMENTO RISERVE 
Data N. Pmtocollo 

/ / I / I I I I I I I 



J^l I I I 



G. CENTRO ABILTTATG Dl RACCOLTA 



COLTURE 01 MICRORGANISMI. denominazlone . HT^^. T>s. 



H. ANNOTAZIONI SPECIAU 

001 - I titolari partecipano ai diritti sul brevetto neile sequent! misure: 



ENEA - Ente per le Nuove Tecnoloqie. I'Enerqia e i'Annbiente: 50% 



CONSIGLIO NAZIONALE DELLE RICERCHE: 50% 



L 




CQfIA COMFORME AI 




DOCUMEIMTAZIONE ALLEGATA 
N. es. 

Docl) LU 1 [ 



ooc.2) Ijj I mcvl 

Doc.3) Ll] I I 



n. pag. I 5 I 2 I 
n. tav. 1 1 I 0 I 



•fcc.4) LU L 
OC.5) LJ L 
Dop.6) LJ L 
Doc. 7) I I 



J 



riassunto con disegno pnncipale, descrfziona e 
rivendicazioni (obbligatorio 1 esemplare) 

Disegno 

Lettara d* Incarico 

deslgnazfone Inventore 
documenti di priority con traduzlone In itaiiano 
autortezaziona o atto dl cassione 
nominatlvo complato del richiedente 



SCIOGUMENTO RISERVE 
Data N* Protocoilo 

/ / J / 1 I I I I II 1 



14,07 ,2003,RMBPl4|9>V 



J/| I I I I I I I 



J / I 1 I I I I I I 



Confronta singole priority 
J ' I/ I I I I I I I I 



'8) attestati dl versamenlo. lotale Euro | QUATTRQCENTOSETTANTADUE ^8 



COI\/IPIUTO IL ll |9 I / lolsl / |2|0i0|3| 
CONTINUA SI/NO Isjl I 



FIRMA DEL(I) 
RICHIEDENTE(l) 

Inq. Barzano & Zanardo Roma S.gA.^ e n a G i 1 1 0 



Enea - Ente per le 
CONSIGLIO NAZI 



I obbligatorio 

I^Ener^a e ... 



DEL PRESENTE ATTO SI RICHIEDE COPIA AUTENTICA St/NO Isjl | B) 



CAMERA di COMMERCIO, IND. ART. e AGR. - 
VERBALE Dl DEPOSITO NUMERO Of DOMAI 
L'anno I DUEMILATRE 



' .BJVI i 2 0 0 3 A 0 4T 



:OMA 



codfca I 5 I 8 I 



• del 



I MAGGIO 



I . H glomo | DICIANNOVE 

ll(i) richledente(!) sopiairtdIeate(i) ha(tann:| presentato a ms sottoscntto la presents domanda. cairedata dt n I 0 I 1 I bgli agghintM per la eoncesslone del teevetto soprariportata 
ANNOTAZIONI VARIE DELL'UFFICIALE ROGANTE I 



L 






AGGIUNTA MODULO A 



FOGLIO AGGIUNTiVO n. I o| 1 I 
A, RICHIEDENTE © 
I I I Denominazione 

Residenza 
I I I Oenominazione 

Residenza 
I I I Oenominazione 

Resfdenza 
I I I Oenominazione 

Residenza 
I I I Oenominazione 

Residenza 
I I I Oenominazione 

Residenza 



dl tolali I Ol 1 I DOIVIANDA 



INVEI^ORI DESiGNATI 
cognome e nome 



.oisj 



1_U 
F. priorttA 

nazlone o organlzzasdone 



" rtM 2 0 0 r ^l^ 0 0 0 2 42 



codice I 



I codice L 



J codice L 



I codice 



I codice L 



J codice L 



cognome e nome 



tipo dl priority 



numero di domanda 



u_i 

U_l 
l_LJ 



data dl deposito 

LU/LU 
/ 
/ 
/ 
/ 
/ 



U L 

U L 

U L 

U L 

U L 

U L 



SC10GLI1\4ENT0 RISERVE 
Data N* Protocolto 



1 TAVA2ZA Raffaella 1 1 1 1 1 . 1 


1 BRUNETTI Anaela 




n 1 1 1 . 


1 


1 Mill 1 


1 1 1 1 i 1 1 






1 1 1 1 1 


1 


1 \^( yn^K^rP]/\lr,^ 


.. 1 1 1 1 1 1 

i,M 1 1 1 1 


1 N tasiU^ 


1 1 1 1 1 1 




1 1 1 1 1 • 1 






1 1 1 1 1 





RRJWA OEL(0 RICHIEDENTE® 



iE 



1 ) ENEA " Ente per le Nuove Tecnoloqie.rEnergla e I'Ambiente 



2) CONSIGLIO NAZIONALE DELLE RICERCI 



MAN DAT A RIO 
f g fgr qU altri — 

Serena. Gitto 
,tN' d ' iscr. 9b2fl) — 



Ing. Barzano & Zanardo Roma S.P.A, 



SPAZIO RISERVATO ALL'UFFICIO ITAUANO BREVETTI E iWVRCHI 



1/10 



RMR049 5 




Ing. Baizand & Zanardo Roma S.p. A. 



p.p.: ENEA-Ente per le Nuove Tecnologie, I'Energia e TAmbiente 

CONSIGLIO NAZIONALE DELLE RICERCHE 
Ing. Barzand & Zanaido Roma.S.p.A. 

2/10 



0 wpi 



4wpi 



M20 03AOU UZ4 2 



8 wpi 



^MROaB 5 



Nl Nl + + - + - Nl Nl Nl Nl Infezione virale 



Rep-210 



12345 67 12345 67 67 



Fig. 2 



0 wpi 22 wpi 



+ - + Infezione virale 




3/10 



mrz u U3 AO 0 024 2 



piante47X10P 



+ + + + + + + + + + 

wt--- - + + + + + + 



C1 senso 
C1 antisenso 



^ Rep-210 



mm 'tmm -^Mi^ ^ip^ wm ^im ' 




Ni 



+ + + + + + 



EtBr 

I- 21-22 ntsiRNA 

presenza del virus 
a 4 settimane 
dall'inoculo 
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GGATCCCCctggatactttgagtgtcccccgattcagaac 4 0 
gacagcaaaaatgccaagatcaggtcgttttagtatcaag 8 0 
gctaaaaattatttccttacatatcccaaatgtgatttaa 120 
caaaagaaaatgcact ttcccaaataacaaacc tacaaac 160 
acccacaaacaaat tattcatcaaaat t tgcagagaacta 200 
catgaaaatggggaacctcatct ccatatt ttgatccaat 240 
tcgaaggaaaatacaat tgtaccaat caacgat t ct t cga 280 
cctggtatccccaaccaggtcagcacatttccatccgaac 320 
attcagggagctaaat cgagctccgacgtcaagt cct at a 360 
tcgacaaggacggagatgttcttgaatggggtactttcca 40 0 
gatcgacggacgatctgctaggggaggacaacagacagcc 44 0 
tGAATTC 447 



Fig. 7 
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